儿童急性淋巴细胞白血病（ALL）精确分型对判断预后和依据危险度分层化疗至关重要。自2009年Ph-like亚型被发现以来，利用基因表达谱聚类分析已经发现了PAX5alt、PAX5P80R等多种潜在ALL亚型，显示了基因表达谱分型在揭示复杂遗传学变异规律上的巨大潜力[@b1]--[@b2]。新亚型被发现的同时，常见亚型的组内异质性也受到关注。儿童ETV6-RUNX1阳性ALL整体上虽有良好的预后，但研究显示仍有约20%患者复发，且多为治疗后5～10年复发，研究该组异质性进而对预后相对不良组早期预测并提前干预，可能降低复发率[@b3]。目前针对儿童ETV6-RUNX1阳性ALL异质性的研究国内外常聚焦于初诊亚克隆[@b4]--[@b5]、二次打击位点[@b6]、拷贝数变异[@b7]等方面，而利用基因表达谱探索该组异质性尚未见报道。本研究中我们采用前期确立的儿童B系ALL57个分型基因[@b8]--[@b10]，对本院2016年8月至2019年5月收治的264例初诊ALL患儿进行基因检测和表达谱聚类分析，重点分析56例ETV6-RUNX1融合基因阳性ALL患儿的表达谱异质性及其与临床特点的关系。

病例与方法 {#s1}
==========

1\. 病例：入组标准：①2016年8月至2019年6月在我院初诊或外院规范激素治疗能顺利衔接后续化疗的ALL初诊患儿（\<18周岁）。②完成治疗前评估：全血细胞分析、外周血原始幼稚细胞计数；骨髓细胞形态学、免疫学、细胞遗传学、分子生物学分型（MICM分型）。③完成早期化疗反应评估：化疗第15、33天骨髓细胞形态学检查，均完成免疫微小残留病（MRD）流式细胞术检测和基因MRD（PCR）检测及评估。④按相应化疗方案规范完成危险度复评及化疗强度调整。排除标准：①初诊为复发病例和曾行不规范激素治疗白血病患儿；②治疗前评估与早期化疗反应评估信息不完整；③初诊无白血病相关免疫表型或无适合免疫MRD追踪的抗体组合；④初诊标本缺失；⑤标本质量不符合质控条件；⑥基因片段分析数据无法标准化。

根据入排标准，本研究最终纳入264例患者，其中56例ETV6-RUNX1阳性ALL患儿作为异质性探索的主要研究对象。2018年9月1日之前入选患者（46例）采用CCLG-ALL-2008方案[@b11]，2018年9月1日及之后入选患者（10例）采用CCLG-ALL-2018方案（<http://www.nhc.gov.cn/yzygj/s7653/201810/aef82930c1af4fc5bf325938e2fcb075.shtml>）进行规范诊断、危险度分层及治疗，两种方案的诱导期治疗基本相同。本研究获入组患者监护人书面知情同意。

2\. RNA标本采集、质控及保存：患儿骨髓标本及总RNA标本来源于临床检验后的剩余标本。采用裂解红细胞的方法从骨髓中提取单个核细胞，并用Trizol试剂提取单个核细胞中的总RNA。质控要求：①骨髓标本：EDTA充分抗凝，骨髓量\>2 ml，存放时间\<12 h；②单个核细胞标本：存放时间\<30个月；③RNA标本：存放时间\<3个月且浓度\>50 ng/µl，吸光度（*A*）~260~/*A*~280~为1.8～2.0。骨髓标本4°C存放；单个核细胞标本及RNA标本−80°C冻存。

3\. GeXP基因多重检测及生物信息学分析：实验步骤主要包括RNA样本稀释、RT-PCR、GeXP毛细管电泳、GeXP原始数据（CQS文件）导出及内参数据标准化，详细步骤及所用试剂见文献[@b9]。57个分型基因由本课题组前期儿童ALL基因分型研究确立并优化得出，分型基因选择的合理性及GeXP平台下优化采用的"一步法"基因片段分析检测技术可靠性已得到证明[@b8]--[@b10]。基因表达谱数据聚类：以每个样本中57个标记基因的表达值排序（高秩值表示高表达值）作为输入，使用BIC-SKmeans算法进行无监督聚类，参数为：\--r 1000（重复1000次），\--eg 2（基因控制因数为2），\--es 1（样本控制因数为1），\--ms＝1（指定样本聚类的距离度量为欧氏距离），\--mg＝1（指定基因聚类的距离度量为欧氏距离）；使用Rtsne包进行样本降维可视化，参数为dims＝2，pca＝FALSE，perplexity＝20，theta＝0.5，max_iter＝1000。

4\. MRD检测主要设备及试剂：①流式细胞术检测MRD：流式细胞仪BDFACSCantoⅡ购自美国BectonDickinson公司，其中免疫分型主要单克隆抗体CD5、CD7、CD41、CD2、Kappa、Lambd、MPO、cyIgM、cyCD3、CD10、HLA-DR、cyCD79a、CD13、CD22、CD33、CD34、CD20、CD117和CD56均购自美国BDPharmingen或Coulter公司。标准：淋系抗原、髓系抗原、非系列特异性抗原，阳性细胞≥20%为表达阳性；cyCD3、cyCD79a、MPO阳性细胞≥10%为表达阳性。②实时荧光定量PCR（qRT-PCR）检测MRD：qRT-PCR检测初诊ETV6-RUNX1阳性ALL标本融合基因拷贝数，ABI ViiA7实时荧光定量PCR仪购自美国Applied Biosystems公司。

5\. 临床数据查询及统计学处理：采用回顾性分析方法对纳入研究病例的一般临床资料、实验室检测结果、治疗和随访资料进行分析。采用SPSS 21.0统计软件及R语言进行统计学分析。符合正态分布的定量资料用均数±标准差表示，组间比较用独立样本*t*检验；不符合正态分布的定量资料用中位数（范围）表示，组间比较用Wilcoxon秩和检验；分类资料用频数（百分比）来描述，组间比较用卡方检验。*P*\<0.05为差异有统计学意义。差异基因*P*值进行FDR校正，校正后*P*值\<0.05为差异有统计学意义。样本离散度用聚类系数（Clustering coefficient）描述，spearman相关系数\>0.6认为两样本表达谱相似，值越小越离散。

结果 {#s2}
====

1\. 基因表达谱聚类分析：对264例ALL样本的基因表达数据聚类分析显示，ETV6-RUNX1阳性56例（21.2%）、BCR-ABL阳性12例（4.5%）、MLL重排6例（2.3%）、TCF3-PBX1阳性13例（4.9%）、T-ALL 21例（8.0%）、超二倍体ALL 74例（28.0%）、其他B-ALL 82例（31.1%）。其中BCR-ABL和ETV6-RUNX1阳性ALL均存在被分为两组的聚类特点，在基因表达谱上存在组内异质性。根据样本量情况，本研究仅对ETV6-RUNX1阳性ALL两个亚组（45∶11）进行分析，将样本数为45例组命名为"E/R-1"，离散度spearman相关系数为0.901；11例组命名为"E/R-2"，离散度spearman相关系数为0.788（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![264例急性淋巴细胞白血病（ALL）患儿基因表达谱聚类分析\
A：264例ALL患儿GeXP数据聚类分析。根据57个分型基因在264例ALL样本中相对表达量排序值进行聚类分析。行为基因，列为病例；黄色表示表达量排序值高，蓝色表示表达量排序值低。B：264例ALL患儿基因表达谱数据tSNE1分布图。图中每一个点代表一个样本，点的颜色与分型对应，不同线条构成的区域分别为E/R-1、E/R-2空间散布范围。可见E/R-1与E/R-2两组毗邻，但E/R-2在空间上更离散（spearman相关系数＝0.788\<0.901）](cjh-41-05-405-g001){#figure1}

2\. E/R-1、E/R-2两组差异基因分析：为探究两组基因表达差别，根据各基因表达的Rank值，利用*t*检验对两组差异基因*P*值进行FDR校正，校正后*P*值\<0.05且\|RankChange\|\>10视为差异有统计学意义，共发现11个基因存在表达差异，即WASF1、FRMD4B、STCH、CLIC5、GNG11基因在E/R-2组相对低表达（*P*\<0.05）；而MARCKS、ICAM3、SH3BP5、NFE2、ACTN1、SNF1LK基因在E/R-2组相对高表达（*P*\<0.05）；其余基因表达在两组间差异无统计学意义（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。

![E/R-2、E/R-1两组差异基因\
每一个彩色圆点代表一种差异基因，红色表示相对高表达，蓝色表示相对低表达；灰色圆点代表无差异基因](cjh-41-05-405-g002){#figure2}

3\. E/R-1、E/R-2组一般临床特征分析：对两组患者的性别、初诊年龄、WBC、PLT、HGB、外周血原始幼稚细胞比例、骨髓原始幼稚细胞比例，以及CRLF2、TPMT、NUDT15、IKZF1突变进行比较，除初诊PLT E/R-2组较E/R-1组高（*P*\<0.01），初诊骨髓原始幼稚细胞比例E/R-2组较E/R-1组低（*P*\<0.05），其他指标在两组中的差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）。详见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### E/R-2、E/R-1两组ETV6-RUNX1阳性急性淋巴细胞白血病患儿一般临床特征

  临床特征                            E/R-1（45例）           E/R-2（11例）           *χ*^2^/*z*值   *P*值
  ----------------------------------- ----------------------- ----------------------- -------------- ------------
  性别［例（%）］                                                                     0.218          0.640^a^
   男                                 28（62.2）              6（54.5）                              
   女                                 17（37.8）              5（45.5）                              
  初诊年龄［岁，*M*（范围）］         4.19（2.21～9.76）      3.83（1.84～14.97）     −0.361         0.718^b^
  WBC［×10^9^/L，*M*（范围）］        6.78（2.18～169.10）    5.72（2.06～46.39）     −0.938         0.348^b^
  PLT［×10^9^/L，*M*（范围）］        50（8～390）            104（27～644）          −2.847         0.004^b^
  HGB［g/L，*M*（范围）］             81（45～145）           92（72～156）           −1.444         0.149^b^
  外周血原始幼稚细胞［*M*（范围）］   0.04（0～0.96）         0（0～0.85）            −1.466         0.143^b^
  骨髓原始幼稚细胞［*M*（范围）］     0.935（0.445～0.990）   0.830（0.270～0.975）   −2.044         0.041^b^
  CRLF2突变［例（%）］                                                                0.000          \>0.999^c^
   阴性                               43（95.6）              11（100.0）                            
   阳性                               2（4.4）                0（0）                                 
  TPMT突变［例（%）］                                                                 0.139          0.709^c^
   阴性                               41（91.1）              11（100.0）                            
   阳性                               4（8.9）                0（0）                                 
  NUDT15突变［例（%）］                                                               0.000          \>0.999^c^
   阴性                               35（77.8）              9（81.8）                              
   阳性                               10（22.2）              2（18.2）                              
  IKZF1突变［例（%）］                                                                0.000          \>0.999^c^
   阴性                               44（97.8）              11（100.0）                            
   阳性                               1（2.2）                0（0）                                 

注：^a^采用Pearson卡方检验；^b^采用Wilcoxon秩和检验；^c^有期望值小于5的实际值，采用连续性校正的卡方检验

4\. E/R-1、E/R-2组白血病细胞免疫表型分析：对两组患儿的初诊白血病细胞免疫表型的特性分析结果发现，CD5、CD7、CD41、CD2、Kappa、Lambd、MPO、cyIgM、cyCD3在两组中均不表达，而CD19在两组均表达，为常量；CD10、HLA-DR、cyCD79a仅在E/R-2组中1例患儿中不表达，两组其余患儿均表达；CD13两组各有1例表达，其余均不表达；CD22、CD33、CD34、CD20、CD117和CD56在各患儿间为非常量表达，但以上20种抗原标志在两组比较中差异均无统计学意义（*P*\>0.05）。

通过查阅文献[@b12]，结合跨系抗原表达和不同程度非同步抗原表达情况，针对主要非常量表达的6种免疫标志进一步利用热图聚类趋势筛选出：CD22^+^CD34^+^CD20^−^、CD20^−^CD117^−^CD56^−^、CD34^+^CD20^−^CD117^−^CD56^−^、CD22^+^CD34^+^CD20^−^CD117^−^CD56^−^、CD33^+^CD22^+^CD34^+^CD20^−^CD117^−^CD56^−^表达组合。即在下列抗原表达模式基础上行进一步的组合抗体分析：CD5、CD7、CD41、CD2、Kappa、Lambd、MPO、cyIgM、cyCD3均阴性；CD19阳性；CD10、HLA-DR、cyCD79a、CD13阳性或阴性。以上组合在E/R-2组占比更多，除CD22^+^CD34^+^CD20^−^组合外，其余组合两组间差异有统计学意义（[图3](#figure3){ref-type="fig"}、[表2](#t02){ref-type="table"}）。

![56例ETV6-RUNX1阳性急性淋巴细胞白血病患儿非常量表达抗原标记热图\
根据表达组合特点对病例进行类聚，CD56^−^CD117^−^CD20^−^在两组中占比呈现反向趋势](cjh-41-05-405-g003){#figure3}

###### E/R-1与E/R-2两组组合抗体分析情况［例（％）］

  抗体标记组合                                  E/R-1（45例）   E/R-2（11例）   *χ*^2^值   *P*值^a^
  --------------------------------------------- --------------- --------------- ---------- ----------
  CD22^+^CD34^+^CD20^−^                                                         2.723      0.099
   符合                                         14（31.1）      7（63.6）                  
   不符合                                       31（68.9）      4（36.4）                  
  CD20^−^CD117^−^CD56^−^                                                        7.285      0.007
   符合                                         8（17.8）       7（63.6）                  
   不符合                                       37（82.2）      4（36.4）                  
  CD34^+^CD20^−^CD117^−^CD56^−^                                                 8.485      0.004
   符合                                         7（15.6）       7（63.6）                  
   不符合                                       38（84.4）      4（36.4）                  
  CD22^+^CD34^+^CD20^−^CD117^−^CD56^−^                                          14.259     \<0.001
   符合                                         2（4.4）        6（45.5）                  
   不符合                                       43（95.6）      5（54.5）                  
  CD33^+^CD22^+^CD34^+^CD20^−^CD117^−^CD56^−^                                   8.820      0.003
   符合                                         1（2.2）        4（36.4）                  
   不符合                                       44（97.8）      7（63.6）                  

注：^a^有期望值小于5的实际值，采用连续性校正的卡方检验

5\. E/R-1、E/R-2组诱导期MRD分析：本研究入组的患儿采用CCLG-2018 ALL方案（18方案）或CCLG-2008 ALL方案（08方案）治疗，且大部分患儿尚未完成化疗，由于两方案的标危诱导治疗完全一致，故仅对两组诱导期标危共45例患儿的早期化疗反应指标进行评估比较，包括第15和33天MRD水平。结果提示两组流式细胞术检测的第15天和第33天MRD转阴情况差异无统计学意义（*P*＝0.064）。考虑到临界值对小样本量的影响，进一步敏感性分析中去除了MRD为临界值的1例患者（第33天流式细胞术检测的MRD＝1×10^−4^，第33天PCR检测的MRD＝0.54×10^−4^，位于E/R-1组），两组流式细胞术检测的第33天MRD水平比较差异具有统计学意义（*P*＝0.035）；两组PCR检测的第15天MRD转阴情况差异无统计学意义（*P*＝0.327），但第33天MRD转阴情况两组间差异有统计学意义（*P*＝0.047）（[表3](#t03){ref-type="table"}）。

###### E/R-1与E/R-2两组化疗第15、33天微小残留病（MRD）情况比较［例（％）］

  RD                    E/R-1（36例）   E/R-2（9例）   *χ*^2^值   *P*值^a^
  --------------------- --------------- -------------- ---------- ----------
  第15天MRD（FCM）                                     0.006      0.941
   阳性                 19（52.8）      4（44.4）                 
   阴性                 17（47.2）      5（55.6）                 
  第33天MRD（FCM）                                     3.430      0.064
   阳性                 4（11.1）       4（44.4）                 
   阴性                 32（88.9）      5（55.6）                 
  第33天MRD（FCM）^b^                                  4.466      0.035
   阳性                 3（8.6）        4（44.4）                 
   阴性                 32（91.4）      5（55.6）                 
  第15天MRD（PCR）                                     0.962      0.327
   阳性                 19（52.8）      2（22.2）                 
   阴性                 17（47.2）      7（77.8）                 
  第33天MRD（PCR）                                     3.957      0.047
   阳性                 0（0.0）        2（22.2）                 
   阴性                 36（100.0）     7（77.8）                 

注：^a^有期望值小于5的实际值，采用连续性校正的卡方检验；^b^去除临界值病例。FCM：流式细胞术

讨论 {#s3}
====

本研究利用基因表达谱聚类分析将56例ETV6-RUNX1阳性ALL分为2组，E/R-1组有45例（80.4%），E/R-2组有11例（19.6%），在空间分布上E/R-2离散度（spearman相关系数＝0.788）大于E/R-1（spearman相关系数＝0.901），表明E/R-2总体上组内表达多样性大，一种可能是伴随多样基因和通路改变致使分型基因上调或下调，另一种可能则是E/R-2组有更显著的初诊多克隆，两种均能导致更为多样化的表达模式。Mitelman数据库显示约有17%的ALL初诊患者为多型克隆，我国张丽等[@b5]利用定量多色FISH对48例儿童ETV6-RUNX1阳性ALL进行检测，结果显示初诊时有34例（70.8%）为1个克隆，而多个克隆则有14例（29.2%），本研究中E/R-2组占比与国内外相关研究中初诊多克隆占比相似。

在两组差异基因分析中，11个差异基因涉及细胞膜结构、细胞增殖、细胞黏附、离子通道等方面，由于所选基因为分型基因且检测的是相对表达量，故这些表达差异可能并不是这些基因直接变异的结果，而是由其他基因或通路改变造成，需在将来利用测序技术做进一步验证。

我们将两组在基本临床特征、白血病免疫分型及早期化疗反应方面进行异质性分析时发现，两组均有初诊时血象受抑制的病例，但E/R-2组PLT多不减低（\>100×10^9^/L），这可能是相对较低的骨髓肿瘤细胞比例更低程度抑制血小板生成的结果。对白血病细胞免疫标记组合分析除有利于区分正常幼稚细胞外，还有利于减少治疗及多克隆造成的假阴性结果，Vervoordeldonk等[@b12]--[@b13]认为CD22^+^CD34^+^CD20^−^免疫组合可能预测白血病复发，一定程度上也显示了组合免疫表型分析在检测肿瘤细胞中的高灵敏性。本次研究中CD22^+^CD34^+^CD20^−^免疫表型两组比较差异虽无统计学意义（*P*＝0.099），但该表型在E/R-2组有占优的趋势，需扩大样本量进一步验证。利用聚类热图，进一步发现CD22^+^CD34^+^CD20^−^CD117^−^CD56^−^免疫表型集中在E/R-2组且差异有统计学意义（*P*\<0.001），根据分化抗原的表达特性提示E/R-2白血病细胞可能在CD22^+^CD34^+^CD20^−^表型基础上跨系表达和非同步表达程度较E/R-1更小，由于目前暂无长期预后数据，该组合表型的实际临床意义有待观察。值得注意的是，Chen等[@b13]的研究结果提示MRD检测靶标在初诊有多型亚克隆的情况下可能随病程的衍进而变化，导致假阴性的结果，结合E/R-2可能存在初诊多克隆以及两组在化疗第33天MRD（流式细胞术）敏感性分析、第33天MRD（PCR）转阴情况分析中呈现出差异，我们推测E/R-2可能存在化疗第33天MRD更难转阴的趋势，但受限于样本量，两组间差异无统计学意义，而CD22^+^CD34^+^CD20^−^CD117^−^CD56^−^免疫组合表型是否与之相关，需进一步验证。目前研究认为诱导期的MRD水平是判断预后的重要指标，MRD阳性预后较差，由此我们推测E/R-2组为相对预后不良组[@b14]--[@b15]。

由于本研究大部分入组患儿尚处化疗期，预后特性尚未完全显露，且在揭示ETV6-RUNX1阳性ALL遗传学特性的基因选择上有较大优化空间，故研究结果存在局限性，但在一定程度上为该组临床个性化诊疗和将来应用测序数据探索预后相对不良组预测模型提供了可行性参考。我们将持续追踪本组患儿预后，进一步利用测序技术，扩大样本量对本结果进行验证。

总之，我们在基因表达谱层面发现了两组差异表达的儿童ETV6-RUNX1阳性ALL，且两组在初诊PLT、初诊骨髓原幼细胞比例、白血病免疫表型、化疗第33天MRD方面各具特点。符合E/R-2表达谱特征的ETV6-RUNX1阳性ALL患儿可能在初诊时血小板减少倾向小，但因早期化疗反应相对不敏感，巩固前MRD转阴较难，综合考虑其预后可能相对不良。
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